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EL COMPLEXE DE GOLGI l ELS GRANULS CORTICALS EN ELS OOCITS D�Acanthochitona

faacicularis,L. (1767) (MOLLUSCA, POLIPLACOFORA)

M.DURFORT i J. GARCIA VALERO

Unitat de Biologia Ce Lc Lu.lar . Facultat de Biologia •. Universi tat de Barcelona
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Els grànuls corticals dels oòcits s6n particularment'sensibles
a les variacions de pH'i la reacci& cortical que culmina en llur

exoc-íboaf és en part motivada' per un canvi de pH intracel.lular e
.

Afegint clorur sódic al aiguade mar LOEB (1891) va obtenir una

solució hipertónica que provocà la primera partenogènesi experi
mental dels oòcits d�eriçons de mar i va aconseguir larves plu
teus.

DALQ (1924) jugant amb la proporc�o dels ions minerals de l�ai

gua de mar va provocar el desenvolupament larvari d�oòcits no

fecundats d�Asterias.
El bioquímic danès SORENSEN (1868-1939), 'introductor del símbol

pH l1909), va dissenyar diverses solucions tamponadores que s�han
fet servir tan. pels estudis estructurals com pels treballs ul

traestructurals.
El tampó SORENSEN a base de fosfat monosòdic'i de fosfat bisòdic
va ésser introduit en la fixació de les moitres destinades a

ésser es tudí ades al microscopi electrònic per KAYE (1958) i per
MILLONING· {1961} en combinació amb el te.t:fóxíd d" osmi; per SEDOR

(1962)- Junt amb .eI permanganat potàssic i per SABATINI, BENSCH i

BARNETT (1963) tamponant el gIutaralc;iehid, éssent aquesta una de
les" solucions fi�adores· més emprades fins l�actualitat.
Amb aquesta nota que versa sobre els grànuls corticals dels oò
cits d�un mol.Íusc poliplacófor, volem retre homenatge a SORENSEN

en el cinquantanari de la seva mor-t; per La contribuci6 que ha re

pr-es'errcat; La seva: solució- tamponadora en els estudis uI traestruc

turals.

ABSTRACT

THE GOLGI COMPLEX AND THE CORTICAL GRANULES OF THE Acanthochitona fascicularis
OOCYTES.

In the oocytes of Acanthochitona. fascicularis, cortical granules are formed

in the peripheral ooplasm during late stages of oogenesis. The Golgi- complex
is also involved in the process. Inclusions characteristics of the interior oo

plasm are present in the cortex interspersed among the cortical granules, for

exemple: yolk platelets, lipid droplets, annulate lamellae and the nucleolar bo
dies.

This cortical granules in this specie showing the aspect of the cortical gra
nule discharge of the others species, but applying various citochemical techni

cal, at both the light and electron microscope lavels, a glycoprotein comnonents

has benn demonstrated in the cortical granules of the A.fascicularis.

Key words: cortical granules, Golgi complex, oocytes, Polyplacophora, ultras

tructure.
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Introducció

L'oòcit és una cèl.lula altament sintetitzadora. A lo llarg del pro

cès de L" oogènesi. alhora que hi han. .e Ls canvis a nivell nuclear, el

ooplasma és séu d'una biogènesi de membranes i d'estructures vesiculars

que tenen, a grans trets, dues finalitats: la síntesi i magatzament de

les plaquetes vitel.lines així com la dels grànuls corticals. Els dos

tipus d'estructures marquen dons el caràèter sintetitzador de la cél.

lula germinal femenina.

Mentres el vitel romàn en l'ooplasma i jugarè un paper fonamental

en la determinació del tipus de segmentació dels ous fecundats alhora

que no són, en molts casos, aliens a la transmissió de determinats fac

tors hereditaris, els grànuls corticals que es disposaran preferentment
en la periferie del ectoplasma oocitari seran rapidament exocitats a

l'espai perioocitari una vegada assolida la fecundació i així evitar la

polispermia. la penetració del acrosoma, canvis bruscs de pH a de tem

peratura poden en molts casos desencadenar la reacció cortical.

Si béf· en la majoria dels casos estudiats la reacció
_ acrosómica s

"

es

devé desprès de la fecundació, LARKMAN i CARTER (1984) en una espècie
d'anémona de mar, Actinia fragacea, descriuen un cas d'exoci"tosi lenta

dels grànuls corticals previa a la fecundació dels oòcits, la qual es

fa en una àrea pr-edetiermí.nada. molt concreta, "marcada" per la presèn
cia d'unes estructures sensorials molt especials. En aquesta espècie
els ous fecUndats continuen embolcallts per una capa cortical formada

pels. grànuls corticals que es mantenen ind�vidualitzats i persisteixen
durant tota la fase larvària ubicats en la capa ectodérmica de la lar

va plánula i llur funció roman desconeguda.
La presència de grànuls corticals no fusionats a nivell de fases

larvaries Ja havia estat descrita per HUMPHREYS (1967) en les gastru
les de Mytilus edul.í s..

¿En quin. moment es formen els grànuls corticals?, ¿quines estructu

res citoplasmàtiques hi estàn implicades en la seva gènesi?, ¿quina és

llur composició química?, ¿en quin moment precís té lloc la reacció

cortical, és a dir llur exocitosi? No hi ha llògicament una resposta
única, dependrà de l'espècie i de la seva biología de la reproducció,
encara que hi han unes g:'merali tats que es troben quasi bé en totes

les espècies estudiades de l'escala filogenètica.

Des de la primera descripció dels grànuls corticals per HARVEY (1911)
en oòcits d'Arbacia i llur primer estudi ultraestructural per AFZELIUS

(1956) fins l'actualitat han estat descrits en nombroses espècies d'in-

t
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vertebrats i també de vertebrats. Revisions generals sobre la gènesi,la

ultraestructura, naturalesa química i funció dels grànuls corticals son

els treballs de SCHUEL (1978) i el de GURAYA (1982), cal també recordar

la revisió de GULYAS (1980) concretament sobre,els grànuls corticals

dels oòcits de mamífers.

La gènesi dels ,grànuls corticals dels oòcits d'Acanthochitona fasci

cularis a-partir del complexe de Golgi i una aproximació de llur natu

ralesa química serà considerada en la present nota i d'alguna manera

complementa els estudis duts a terme sobre diverses espècies dé mol.

luscs poliplacóforos que h.em anat fent a lo llarg- dels dar:r;-ers anys.

Tècniques citoquímiques

Material i mètodes

S'han estudiat al microscopi electrònic de transmissió les gpnades

femenines d'Acanthochitona fascicularis a lo llarg de l'any. Els me

sos mostrejats han estat març, juny i septembre. Els exemplars proce

dien de Santander (Cantabria) i han estat els del mes de juny i sep

tembre els que tenien les gónades, madures.

Fragments de la gónada han estat habitualment doblement fixades,

primer en glutraldehid-paraformaldehid al 3,5%, tamponat a pH 7,2 -

7,3 mitjançant cacodilat sòdic o' amb tampó Sorensen, durant dues ho

res a 42 C. Un bon rentat de 30 minuts amb la solució tampó ha prece

dit la postfixació amb tetróxid d'osmi al 2%, igualment tamponat, du

rant dues hores igualment a 42C. Alguns fragments de gónada han estat

solsament fixats amb el glutaraldehid-paraformaldehid per evitar l'en

negriment produit pel tetróxid d'osmi i així aplicar determinades reac

cions ci toquíriíiques'"(GARCIA VALERO i DURFORT, 1988).

Una acurada, deshidratació amb una serie ascendent d'acetones ha esa

tat,"previa al tractament amb I." oxid de propilé, ag_ent Lntermed
í

ar-í, ha

bitualment emprat abans de' fer' l'inclusió en Spurr (1969).

Com és habitual, els talls semifins han estat tenyits amb el blau

de metilé al 1% preparat amb bórax igualment al 1% i els talls ultra

fins han estat contrastats rutinariament amb l'acetat d'uranil seguit

del citrat de plom, preparat segons la tècnica de REYNOLDS (1963).

Totes s'han realitzat sobre talls recollits amb reixetes d'or, pro

vinents de mostres no osmificades.
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a) Tècnica de l'àcid fosfotúngstic (AFT)

Es procedí a una oxidaxió prèvia, mitjançant flotació delstalls so

bre una solució d'àcid periódic al 10%, seguit de l'acció de l'àcid

fosfotúngstic a una concentració del 1% en CIH diluit fins acconseguir
un pH de treball de 0,3.

Controls: Es van obtenir mitjançant un procés paral.lel d'oxidació

seguit del tractament amb la solució de CIH, sense emprar l'àcid fos

fotúngstic.

b) Tècnica del PATAg

c) Digestió amb pronasa

Es va seguir la descrita per THIERY (1967), amb una oxidació prèvia
mitjançant una solució d'àcid periódic al 10%, perllongant-se l'acció
de la tiosemicarbazida per espai de 48h.

Controls : Es van obtenir mitjançant un procès paral.lel, obviant

l'acció de la tiosemicarbazida i substituint-la per una solució d'àcid

periòdic al 1%.

Inmediatament després de l'oxidació descrita, es realitzà una incu
bació amb pronasa E (Sigma: activitat de 4 ui mgr) al 2% en PBS, al

llarg de 60 minuts, a 37ºC.

Controls:Es realitzaren mitjançant una incubació de les mateixes ca

racterístiques anteriors, sense presència d'enzim però, a la solució

tampó.

Les observacions han estat fetes amb un microscopi Phillips 200 i

Hïtachi del Servei de Microscòpia Electrónica de la Universitat de Bar
celona.

Resultats i Discussió

En les etapes finals de la vitel.logènesi, la zona cortical dels oò
cits madurs d'Acanthochitona fascicularis apareix rica en estructures
vesiculo-membranoses. destaca en primer lloc la proliferació dels dic
tiosomes amb les cisternes, en nombre de tres a cinc, fortament dila
tades i amb una matriu considerablement electrodensa. ta disposició
de les cisternes dificulta el reconeixement de les cares de maduració
i formació del dictiosoma. Les vesícules acompanyants, de 0,5 a 3 mi
cres de diàmetre es van fusiónant i acaben formant grans vesícules de
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contingut molt poc electrodens, de textura fibrosa, lleugerament granu

Iluda, difícil de posar de manifest fotograficament en molts casos.

(Fig.l)
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Fig.l.- Imatge ultraestructural de la zona cortical d'un oòcit d'Acan

thochitona fascicularis en la darrera etapa de la vitel.lo

gènesi. Vegis el desenvolupament del complexe de Golgi (d) i

la proximitat topogràfica assolida entre els dictiosomes (d)
i els grànuls cortical (gc). (v): microvillis emesos per

l'oolemma. Contrastat rutinari: acetat d'uranil - citrat de

plom. (18.000 x).
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Fig.2.- Imatge ultraestructural dels elements més representatius de la zo

na cortical dels oòcits madurs d'Acanthochitona fascicularis.

(gc): grànul cortical.,(v): vitel., ( *) inclusió lipídica.
Contrastat: acetat d'urànil-citrat de plom. (22.000 x) .
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Fig.3.- Un tratatment previ amb pronasa al 1% i un doble contrastat amb

l'acetat d'uranil i el citrat de plom dona aquesta imatge en la

que destaca la total digestió de la plaqueta vitel.lina (v). El

grànul cortical presenta el mateix tipus de amtriu que en els

controls. (22.000 x).
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Fig.4. - El tractament. amb l
�

àcid fosfotungstic dona aquesta particular
distribució dels components de la matriu del grànul cortical.

Vegis l�elèvat contrast de la periferie del grànul.(20.000 x).

Fig.5.- Tractament amb la técnica de THIERY. vegis com l�inclusió
aprentment lipídica (*) de la fotografia nQ 2 ha quedat
extraordinariament contrastada,aixó fa pensar en la presèn
cia de sucres a més a més de la fracció lipídica correspon
dent. (gc): grànul cortical. el glicògen. queda igualment pa
tent que en el contrastat rutinari (Fig.2 i 3).(20.000x).
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Els grànuls corticals a mesura que s'apropen al oolemma adopten di

ferentes morfologies, s'esdevenen una mica elíptiques u ovalades (Fig.

6) i finalment piriforme (fig.7). Cal remarcar que llur poca electro

densitat es manté a lo llarg de tota la migració. Aquest és una caràc

ter propi d'aquesta espècie.
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Fig.6.-'. i 7.- Altres dos estadis de l'apropament dels grànuls corticals
vers l'oolemma. En l'imatge 5 podem veure encara un dictiosoma (d) i
com els grànuls s'han aplanat lleugerament (28.000x).Malgrat no ha
ver-hi hagut fecundació hi ha una exocitosi, al menys aparent, en la
fig.7. (zp): zona pel.lucida. Contrastat rutinari (28.000x).
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En les darreres etapes del procès de maduració els grànuls corticals

es troben en contacte directe amb l'oolemma (Fig.6 i 7) i arriben a for

mar-sota el plasmalemma una capa vesiculosa practicament continua que

recorda la capa alveolar descrita en els o�citB madurs de peixos teleos-

tis (Fig.8) .
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Fig.8.- Zona cortical d'0n o�cit madur.(ZP)3 zona pel.lucida.,(CF):
cèl.lula fol.licular., (gc): grànul cortical;(v): vitel.,(L):
lípids. (6.800 x).

Fig.9.- Presència d'un cos multivesicular (�) en les proximitats del

oolemma, vegis l'emissió de microvillis (mv). (d);dictiosoma
(gc): grànul cortical; (v): vitel. (20.000 x).



cinereus, Thiele (DURFORT,1976).

140

• o'

o"

10

--[es làmiñes anellades o

làmines periódiques apa

reixen també força desen

volupades durant la fase

de vitel.logènesi i enre

gistren una progressiva

disminució a merura que

s'incrementen les estruc-

tures vesiculars de la

zona cortical dels oòcits

(Figs: la i 11). Aquest

fet coincideix totalment

al que vàrem descriure en

els oòcits de Trachydermon

Fig. 10.- Làmines anellades (LA) en les proximitats d'un grànul corti

cal (gc). ( 23 . 000 x).

Detall de la proximitat topogràfica entre un conjunt de là
mines anellades i els grànuls corticals incipients (�).
Vegis els mitocondris proxims a elles. (23.000 x).

Fig.ll.-
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Coincidint amb aquest gran desenvolupament de les estructures vesi

culo-membranoses en l'ectoplasma dels oòcits de A. fascicularis, tro

bem en les proximitats del'embolcall nuclear un considerable nombre

de emissions nucleolars o nuages que aniràn emigran cap a zones més

perifériques. Aquestes formacions són, com és habitual, molt més nom

broses en les etapes de previtel.logènesi i de vitel.logènesi, fet

ja ampliament descrit en moltes espècies de vertebrats (AZEVEDO,1984)

així com en nombroses espècies d'invertebrats "(DURFORT,1983). En els

oòcits madurs de l'espècie en estudi apareixen sorprendentment en zo

nes molt properes al oolemma.

Fig.12.- Imatge de la zona més interna d'un oòcit madur d'Acanthochi

tona fascicularis. vegis com molt aprop de l'embolcall nu

clear hi han acúmuls electrodensos que corresponen als nuages
o nematosomes i com aquests van emigran vers zones més peri
fériques. Sorprenentment apareixen grànuls corticals en zones

molt internes (ge). Cal observar l'abundància de ribosomss

en l'ooplasmma que dona aquesta particular electrodensitat a

l'oòcit. Contrastat rutinari: acetat d'uranil i citrat de

plom. (20.000 x).
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Al igual dons que s'esdevé en la major part dels oòcits de mol.luscs

poliplacófors (ANDERSON,1965 i 1969), els grànuls corticals de l'espè

cie en estudi s'originen a partir del complexe de Golgi, el qual està

format per nombrosos dictiosomes de cisternes força dilatades i que

no solsament es troben en zones properes al nucli sina també en la zo

na cortical ( Fig.l) .. Els dictiosomes de A. fascicularis no tenen l'as

pecte habitual, recorden més aviat el que adopten en els oòcits de My

tilus quan els exemplars están parasitats per Mytilièola intestinalis

(DURFORT,1982).
Els grànuls cor.ticals d'aquesta espècie tenen una textura extraor

dinariamente laxa, amb molt poca electrodensitat (Figs: 2, 3, 4, 12),

éssent dons molt diferents als que habitualment s'han descrit en nombro

ses espècies, en que apareixen molt electrodensos, a títol de recorda

tori podem esmentar els treballs de GREMIGNI i DOMECINI (1975), la ma

teixa revisió de GULYAS (1980) anteriorment esmentada, els de ANDERSON

(1968) i el de SATHANANTHAN i TROUSON (1982) entre altres molts.

Morfologicament són molt diferents dels grànuls corticals tan espec

taculars descrits per SCHUEL (1982) en Strongylocentrotus purpuratus

(garota) a els presents en els oòcits de Terebratula vitrea (BOZZO,

1984), els quals adopten llur matriu una configuració en franges con

cèntriques de diferenta electrodensitat que recorda la disposició a

doptada pels gránuls de secreció d'alguns tipus de cél.lules somàti

ques (TANDLER i MacCALLUM,1972) i que és motivada a l'ordenació dels

mucopolisacàrids àcids, component majoritari d'aquests grànuls de se

creció.

Els grànuls corticals de A. fascicularis son dons molt semblants

als descrits per ANDERSON (1965 i 1969) en altres dues espècies de po

liplacófors. En els oòcits molt madurs tenen un aspecte que semblaria

com si ja haguesin lliurat llur contingut al espai perioocitari. El

seu aspecte podria conduir a pensar que ja ha tingut lloc la reacció

cortical però el fet de que els gránuls corticals que es troben en zo

nes més internes (Fig.12) ja,tenen aquest aspecte i el fet de que els

oòcits estudiats són intragonadals fa descartar totalment aquesta possi

bilitat.

També descartem llur possible caràcter artefactual degut a un pH

incorrecte ja que aquest ha estat sempre molt controlat alhora que les

imatges obtingudes han coincidit desprès d'haver aplicat diferents pro

tocols.
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